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有機蛍光色素は、照明やディスプレイの発光成分に応用され、その中には最終製品と
して商品化されているものも少なくない。学術上では、有機蛍光色素はバイオイメージ
ングに多用されており、生化学分野の研究を行う上で必要不可欠なツールになってい
る。しかしほとんどの有機蛍光色素は、封止等の特別な処置を施さない限り、長時間の励
起、特に短波長の光による励起で劣化（光褪色）し、その発光特性を失う。一般に光褪色
は、励起状態の蛍光分子から酸素分子にエネルギーが移動し、一重項酸素を代表とする
活性酸素種が生じることが原因とされる。発生した一重項酸素は蛍光分子と反応して、
それを非蛍光性の分子へと変えてしまうからである。近年、STED (stimulated 
emission depletion) 顕微鏡を用いた単一分子レベルでの蛍光イメージングが注目を集めて
いるが、その際にこの光褪色が特に問題となる。STED の観察手法は、サンプルに対し
極めて高強度のレーザー照射を必要とするため、有機蛍光色素は速やかに光褪色する。
生きた細胞をサンプルにするために、照明やディスプレイ作成時の封止技術は当然使え
ない。このような背景から申請者は、いかなる条件下でもほとんど劣化しない有機蛍光色
素の創出を目的とし、以下の研究を行った。 
第一章 ジエチニルピレンとメチル化α-シクロデキストリンからなる [3]ロタキサン型
蛍光色素の開発 1) 
光安定性を向上させるための戦略として、“分子レベル”で封止の役割を果たす大環状
分子を用いて有機蛍光色素を覆い、光褪色の原因である活性酸素種から保護することを
考えた。大環状分子としては、可視光に対して透明なシクロデキストリン (CD) を選択
した。CD はグルコースからなる環状オリゴ糖であり、水中でその空孔に疎水性分子を
包接する。さらに、包接させた分子の末端にかさ高いストッパー分子を結合させ、包接
錯体の解離が起こらない構造（ロタキサン構造）へと誘導することで、目的を達成でき
ると考えた。CD に内包させる有機蛍光色素としては、申請者の所属する研究室で応用
研究を進めているジエチニルピレンを用いることとした。図 1の 1 は、水中にてメチ
ル化-シクロデキストリン (PM -CD) と 1:2 の包接錯体を形成することが分かった。
この 1:2 包接錯体をストッパー 2 とのエステルアミド交換反応に供し、ロタキサン 3 
を得た（図 2）。 
論 文 内 容 の 要 旨
 ロタキサン 3 の水溶液に高圧水銀灯の光を連続的に照射し、吸収スペクトルの経時
変化を追跡することで光安定性を調査した（図 3）。比較対象として、CD による包接
以外に構造の差異が無い非包接型ジエチニルピレン 4 を用いた。光照射下、4 では最
大吸収波長である 388 nm の強度が速やかに減少し、半減期は約 2 時間であった。こ
れに対し 3 は、高圧水銀灯の光を 48 時間照射し続けても、吸収強度はほとんど変化
しなかった。この実験から、CD での“分子レベル”の封止により光褪色をほぼ完全に
抑制できることが分かった。 
 前述したように、有機蛍光色素の光褪色は、①励起された有機蛍光色素からのエネル
ギー移動により一重項酸素をはじめとする活性酸素種が発生する（光増感作用）、②活
性酸素種が発光成分と反応し構造を変化させる、という二段階のメカニズムにより進行
する。CD による分子封止はどちらの段階を抑制しているのか調べる目的で、一重項酸
素補足剤である DPBF (1,3-diphenylisobenzofuran) を用いて一重項酸素の生成効率を見
積もった。DPBF は一重項酸素と速やかに反応し消失するため、DPBF 濃度の経時変化
を観測することで一重項酸素の発生を追跡できる。3 および 4 の DPBF 混合溶液に励
起光を照射し続けたところ、DPBF 濃度の減少速度は両溶液においてほぼ同じであり、
3 と 4 は同程度の効率で一重項酸素を生成することが分かった（図 4）。すなわち、CD 
による分子封止は②の段階を抑制していると推察され、内包された発光成分は CD の
壁を隔てて酸素分子へのエネルギー移動は起こすが、CD が防御壁の役割を果たすこと
で一重項酸素の攻撃からは守られていることが分かった。この結果は、CD 内に包接す
る分子をより酸素へのエネルギー移動を誘発しやすい分子へと変更することで、本ロタ
キサン法を、劣化を起こさない一重項酸素発生剤の創出にも応用できることを示唆して
いる。 
 有機蛍光色素に光安定性を付与する研究は多く報告されているが、そのほとんどが置
換基導入により色素の電子状態を変化させ、一重項酸素との反応性を調節するという戦
略をとっている。この方法は各色素骨格に応じて試行錯誤が必要となり、広範な色素群
に一律に適用できるものではない。本研究では、ジエチニルピレンを CD に包接する
ことで紫外光励起に対しても堅牢性を確保することに成功した。本ロタキサン化の手法
は、対象色素分子の大きさに応じて CD の種類を変えることで、様々な色素骨格に応
用が可能であるため高い汎用性を有する。 
第二章 ビス（フェニルエチニル）ピレンを発光成分とする [3]ロタキサン型蛍光色素
の開発とタンパクの蛍光標識 2) 
 序論でも述べたように、最近になって STED 等を利用する単分子蛍光イメージング
の技術が確立された。一方で、その長時間測定に耐える有機蛍光色素はほとんど存在し
ないのが現状である。そこで申請者は、第一章の研究で見出した [3]ロタキサン型蛍光
色素をバイオイメージング用蛍光プローブとして展開することにした。 
 第一章の研究で発光成分として用いたジエチニルピレンは、励起のために紫外光の照
射を要するが (max = 388 nm)、これは細胞毒性や透過性などの点から好ましくない。ま
た紫外領域のレーザー光源は汎用されていないために利便性にも劣る。そこで新たに、
可視光で励起可能なロタキサン型蛍光色素として、共役系にフェニル基を挿入したビス
（フェニルエチニル）ピレン 5 を合成した（図 5）。5  と PM -CD との 1:2 包接錯
体にストッパー分子 6 を反応させ、[3]ロタキサン 7 へと誘導した。紫外可視吸収スペ
クトルを測定したところ、7 は可視光で励起可能であることが分かった（max = 412 nm）。
またストッパーはアジド基を備えており、Huisgen 反応を施すことで様々な置換基を導
入できる。タンパクの持つアミノ基を基点として蛍光標識を行うべくスクシンイミジル
エステルを導入し、ロタキサン型蛍光標識剤 8 を得た。8 を用いてウシ血清アルブミ
ン (BSA) を蛍光標識し、SDS-PAGE により確認した（図 6）。光安定性の評価にあたっ
て比較対照とするため、バイオイメージングに汎用されるフルオレセインを用いて同様
に BSA を標識した。メタノール沈殿により未反応の蛍光色素を除いた後、BSA の溶液
に高圧水銀灯の光を照射し続け、蛍光スペクトルの経時変化を観測した。その結果、本
ロタキサン型蛍光色素は、BSA に結合した状態でも極めて高い光安定性を有すること
が示された（図 7）。 
以上の研究から、一分子のジエチニルピレンを二分子のメチル化シクロデキストリン
で包接し、ロタキサン構造へと誘導することで高い光安定性を付与できることが分かっ
た。また同様の手法により、 共役系を拡張したビス（フェニルエチニル）ピレンを用
いてロタキサン型蛍光色素を合成し、類似した光物性の発現を確認した。さらに、本色
素が有する光物性はタンパクに共有結合した状態でも保持されることが分かった。今後
は、内包させる蛍光色素を様々に変更し、カラーバリエーションを確保すると共に、本
戦略の一般性のさらなる検証を行うことが望まれる。また、レーザー光源等を用いた、
より実際的な単一分子観測の測定条件下での光安定性の調査も望まれる。 
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図 1.  [3]ロタキサン 3 の合成経路概念図 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2.  [3]ロタキサン 3 の合成スキーム 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
1:2 包接錯体 アルキニルピレン 1 [3]ロタキサン 3 
PM -CD 
ストッパー 
2 
3 (a) および 4 (b) に高圧水銀灯の光を照射し続けた際の吸収スペクトルの経
時変化 
[3] = [4] = 20 M in H2O/MeOH = 6:4, 25 °C 
図 3.   
PM -CD 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. ビス（フェニルエチニル）ピレンから成るロタキサン型蛍光標識剤 8 の 
合成スキーム 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DPBF 
一重項酸素と 
速やかに反応 
光増感作用 
8 (a) およびフルオレセイン (b) で標識した BSA に高圧水銀灯の光を照射し
続けた際の蛍光スペクトルの経時変化 
フルオレセイン 
a) b) 
DPBF を用いた一重項酸素の生成効率評価 
[3] = [4] = 20 M, [DPBF] = 60 M in H2O/DMSO = 2:3, 25 °C 
図 4.   
SDS-PAGE 
8 を BSA と共に緩衝液中で 24 時間、室温で撹拌した後に泳動した。 
Coomassie brilliant blue 染色 (a)、励起光照射 (ex = 365 nm, b) により可視化した。 
Lane 1: molecular weight markers; Lane 2: BSA; Lane 3: BSA labeled with 8 
図 6.   
図 7.   
